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論文内容の要旨  
 
中枢神経系における神経伝達の基本は ,化学シナプスを場としたシナプス伝達が
主であると考えられている .  特に興奮性シナプス伝達はグルタミン酸作動性である
と考えられている .  グルタミン酸作動性シナプスはシナプス前細胞からシナプス間
隙へグルタミン酸が放出され ,  これがシナプス後細胞のスパイン頭部に発現してい
るグルタミン酸受容体に結合することで様々な影響を及ぼすことが知られている .  
グルタミン酸受容体は大きく代謝型受容体とイオンチャネル共役型受容体に分類さ
れている .  イオンチャネル共役型受容体の中でも AMPA 受容体とカイニン酸受容体
は時間経過の早いシナプス伝達においてその機能が重要であるとされている .  これ
に対してイオンチャネル型受容体の NMDA 受容体と代謝型グルタミン酸受容体は ,  
シナプス伝達における役割は分かっていないことが多い .   
これらのグルタミン酸受容体は ,  中枢神経系においてはシナプス内とシナプス外
の両方に発現していることが報告されている (Sh igemo to ,  e t  a l . ,  1 99 7;  Takumi ,  e t  a l . ,  
1999;  Mo mi ya ma,  200 0) .  シナプス外とはスパインの根元や樹状突起の幹 ,  そして細
胞体など ,  シナプスを形成しているとされるスパイン以外を示す (Pe t ra l ia ,  e t  a l . ,  
2010) .  シナプス外受容体は ,  シナプス内に発現する受容体と比べてグルタミン酸に
対して高い親和性を示す傾向にあることが分かっている (Dingled ine ,  e t  a l . ,  1999;  
Scho epp ,  e t  a l . ,  1999 ) .   
シナプス外受容体の発見以来 ,  神経伝達の様式としてシナプス伝達のみならず ,  
シナプス外受容体を標的とした非シナプス的神経伝達が提唱されてきた (Vis i ,  20 00;  
Agna t i ,  e t  a l . ,  2000 ;  Agna t i ,  e t  a l . ,  2010) .  シナプス外グルタミン酸受容体が活性化す
る機序の一つとして ,  シナプス間隙に放出されたグルタミン酸がシナプス外へと漏
れ出す「スピルオーバー」と呼ばれる現象が示唆されている (Huang ,  1998;  I saacso n ,  
2000;  Kul lman ,  2000) .  別の可能性として ,  神経細胞の周囲に存在するグリア細胞か
らグルタミン酸が放出されているという報告がある (Kul l man,  1999;  Se m’yano v) .   
NMDA 受容体はシナプス可塑性に関与していることが多くの研究で報告されてお
り (Zi to  & Scheuss ,  200 9;  Ding led in,  e t  a l . ,  19 9 9) ,  脳の高次機能の中でも特に記憶・学
習に重要であると考えられている .  また統合失調症やてんかん ,  アルツハイマー病
などの神経疾患・精神疾患における関与 (Sawa  & Snyder,  2002 ;  Ph i l l ip s  & S i lver s t e in ,  
2003;  Kantro wi tz  & Jav i t t ,  2010 ) ,  そ し て 細 胞 死 に お け る 関 与 も 示 唆 さ れ て い る
(Hard ingham & B ading ,  2010) .  NMDA 受容体は電位依存性をもつこと ,  そしてイオン
チャネルの機能として ,  Na + ,  K + ,  そして Ca 2 +を通過させることが知られている .  特
に Ca 2 +透過性に関しては ,  NMDA 受容体の活性化によって細胞内の Ca 2 +濃度を上昇
させ ,  細胞内の様々なシグナル伝達を誘起すると考えられ注目されている .   
以上のことから ,  NMDA 受容体の活性化とそれに伴う細胞内の Ca 2 +濃度上昇を理
解することは ,  神経伝達における NMDA 受容体の機能を知る上で重要であると考え
られる .   
海馬 CA1 領域の錐体細胞では ,  グルタミン酸トランスポーターを阻害することに
よりグルタミン酸のスピルオーバーを誘起するとシナプス外 NMDA 受容体の活性
化を介してプラトー電位を生じること ,  さらに NMDA の局所投与によってもプラト
ー電位が生じることが報告されている (Suzuk i ,  e t  a l . ,  20 08) .  そこで本研究ではこれ
に着目し ,  プラトー電位が細胞内の Ca 2 +濃度にどのような影響を及ぼすか ,  その作
用機序について薬理学的に検討した .   
実験は雄性 Wistar ラットから海馬急性スライスを作成し ,  CA1 錐体細胞の細胞体
にパッチクランプ法を用いてホールセル記録を行い ,  細胞体における膜電位の変化
を計測した .  パッチクランプ電極内にカルシウム感受性蛍光指示薬である f luo -4 を
充填し ,  細胞内に導入することにより ,  膜電位記録とカルシウムイメージングを用
いた細胞内 Ca 2 +濃度変化の同時計測を行った .  錐体細胞にプラトー電位を引き起こ
すために 2 種類の刺激方法を用いた .  一方はまず ,  双極性のタングステン製電極を
用いて錐体細胞の尖端樹状突起近位部に投射している軸索束であるシャーファー側
枝を電気的に刺激し ,  シナプスを介した入力を誘起した (シナプス刺激 ) .  この方法
ではさらに ,  スピルオーバーを誘起するため細胞外液にグルタミン酸トランスポー
タ ー の 阻 害 物 質 で あ る TBOA を 混 入 さ せ た .  も う 一 方 の 刺 激 方 法 で は ,  50  mM 
NMDA 水溶液を詰めたガラス製微小ピペットを錐体細胞の尖端樹状突起に接近させ ,  
電荷の反発を利用して電気泳動的に NMDA を局所投与した .   
シナプス刺激の結果より ,  TBOA 非存在下ではプラトー電位が誘起されないこと ,  
そして TBOA 存在下では細胞体におけるプラトー電位の発生に伴い尖端樹状突起の
近位部と細胞体で Ca 2 +濃度 ( [Ca 2 + ] i )が上昇することが確認できた .  この [Ca
2 +
] i 上昇
は NMDA 受容体の GluN2 サブユニット特異的阻害薬である D L -AP V と ,  代謝型グル
タミン酸受容体の阻害薬による影響を受けなかった .  しかし GluN1 サブユニットの
阻害剤である 5 ,7 -d CK の投与により ,  プラトー電位とそれに伴う [Ca 2 + ] i 上昇は観察
されなくなった .   
細胞内 [Ca 2 + ] i 上昇の経路として電位依存性カルシウムチャネル (VGCC)の存在が
知られているが ,  シナプスを介した刺激を用いた実験系では VGCC の薬理学的検討
は行えない .  そこで次に ,  NMDA 局所投与により NMDA 受容体の活性化に伴う神経
活動を観察したところ ,  NMDA 局所投与により誘起したプラトー電位についても
[Ca
2 +
] i 上昇が観察された .  細胞外に VGCC の非特異的ブロッカーであるカドミウム
を投与すると ,  NMDA 局所投与に伴って細胞体でプラトー電位が生じたが ,  意外な
ことに細胞内 [Ca 2 + ] i 上昇は有為に抑制された .  残ったプラトー電位はシナプス刺激
の結果と同様に ,  D L -APV の影響は受けず ,  5 , 7 -d CK により消失した .  NMDA 受容体の
電位依存性も検討するために ,  これに強く影響を与えている細胞外の Mg 2 +を除いた
条件でも NMDA 局所投与実験を行ったが ,  Mg 2 +の有無に関わらずプラトー電位に伴
う [Ca 2 + ] i 上昇は VGCC のブロックにより有為に抑制された .  先行研究 (Suzuki ,  e t  a l . ,  
2008)では検討対象となっていなかった錐体細胞の基底樹状突起においても ,  プラ
トー電位に伴って細胞内 [Ca 2 + ] i が確認された .  薬理学的検討は尖端樹状突起におけ
る結果と同様で ,  プラトー電位に伴う [Ca 2 + ] i 上昇は VGCC のブロックにより有為に
抑制された .   
本研究の結果から ,  海馬 CA1 錐体細胞の樹状突起において NMDA 受容体の活性化
に伴ってプラトー電位と細胞内 [Ca 2 + ] i 上昇することが分かった .  さらに薬理学的検
討を行った結果から ,  プラトー電位の発生にシナプス外 NMDA 受容体の活性化が必
要であること ,  D L -APV の影響を受けにくい NMDA 受容体が関与していること ,  そし
てプラトー電位に伴う細胞内 [Ca 2 + ] i 上昇の大部分は VGCC を通っての細胞内への流
入であることが分かった .  以上のことより私は ,  神経活動における NMDA 受容体の
活性化は ,  プラトー電位のような脱分極を細胞に供給することに大きな意義がある
ことをここに提言する .  [Ca 2 + ] i 上昇はむしろ VGCC の活性化などによる Ca
2 +の細胞
内への流入が 2 次的に引き起こされることによるものである .   
 審査の結果の要旨  
 
  NMDA 型グルタミン酸受容体 (NMDAR)は生理的には学習・記憶の基
礎過程に重要であること、臨床的には統合失調症およびうつ病に関わっ
ていることが知られており、その機能発現の機序の解明が求められてい
る．NMDAR は活性化のためにグルタミン酸の結合に加え、通常は孔を
ブロックしている Mg2 +イオンが脱分極によって除かれることが必要で
あること、またイオンとして Ca2+イオンを透過することから、シナプス
入力の同期や強度の検出と、入力条件が満たされた際に細胞内 Ca2+イオ
ン濃度を大きく上昇させて何らかの Ca2+依存性細胞応答を誘起するこ
とが機能発現の基礎過程であろうとする仮説が受け入れられてきた．本
研究に先立ち、Suzuki 達（ 2008)はシナプス外に存在する NMDAR の活
性化によって海馬 CA1 錐体細胞にプラトーポテンシャルが発生するこ
とを報告した． 10 年ほど前より NMDAR 依存性プラトーポテンシャル
が皮質錐体細胞に生じることが報告されるようになり、皮質活動の同期
を示す up-state 状態の生成の基礎過程である可能性が示唆されている．
本論文の研究内容は NMDAR 依存性プラトーポテンシャルが神経細胞
内のカルシウムイオン濃度上昇を伴うのか否か、伴うとすればその機序
は如何なるものであるかを検討したものである．  
 織田善晃君はラット海馬急性スライス標本中の CA1 錐体細胞に
NMDAR 依存性プラトーポテンシャルを、グルタミン酸のシナプス外へ
の漏出を促進させた条件での高頻度反復シナプス刺激、あるいは NMDA
細胞外投与によって誘起し、その際の膜電位応答とカルシウムイオン変
動とを同時に観察した結果、①NMDAR 依存性プラトーポテンシャルに
伴って細胞内カルシウム濃度上昇が樹状突起および細胞体に生じるこ
と、②カルシウム濃度上昇の主たる原因は電位依存性カルシウムチャネ
ルからのカルシウムイオンの流入であり、NMDAR からの流入や細胞内
カルシウムプールからの放出ではないこと、を見出した．電位依存性カ
ルシウムチャネルがブロックされ、明瞭な細胞内カルシウム濃度上昇が
観察されない条件下においても NMDAR 依存性プラトーポテンシャル
が発生することを見出しており、このことは NMDAR 依存性プラトーポ
テンシャルにおいて NMDAR の第一義的な機能は脱分極の原因となる
内向き電流を供給することであり、細胞内カルシウム濃度上昇について
の寄与は二義的で小さいことを意味している．   
 本研究の結果は、NMDAR の機能に関する従来の常識を覆すものであ
って、NMDAR の機能を考える際に、脱分極性電位の発生と細胞内カル
シ ウ ム 濃 度 上 昇 と を 明 瞭 に 区 別 す べ き で あ る こ と を 示 し て い る ．
NMDAR も電位依存性カルシウムチャネルもそれぞれに多様な調節を
受けていることが知られており、調節の状況により多様な細胞応答が可
能であると考えられる．したがって、NMDAR からの流入が様々な細胞
応答をトリガーすると考えてきた従来の描像を再考し、電位依存性カル
シウムチャネルの活性化との関係を考慮して高次脳機能や精神疾患等
のメカニズムを解析する必要がある事を本研究は示唆している．  
 以上のことより、本論文を、独創性、新規性および重要性において博
士号を授与するに十分な内容をもつものであると認める．  
 
